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Abiyotik stres faktörleri dünya genelinde olduğu kadar ülkemiz tarım alanlarında da 
üretimi olumsuz yönde etkileyen faktörlerin başında yer almaktadır. Bitkilerde abiyotik 
streslere karşı moleküler kontrol mekanizmaları stresle ilgili bazı genlerin 
aktivasyonuna ve regülasyonuna dayanmaktadır. Bu mekanizmaların tanımlanması 
kültür bitkilerin geliştirilmesinde önemli bir rol oynayacaktır. 
 
Son zamanlarda strese karşı dayanıklı bitkilerin geliştirilmesinde TPS genine olan ilgi 
artmıştır. Bu projede, ülkemizde ekimi yapılan, tuza ve kuraklığa dayanıklı olduğu 
bilinen Bayraktar ekmeklik buğday çeşidinden TPS geninin izolasyonu yapılmış ve tuz 
ve kuraklık stresi koşullarında genin ifadesindeki değişime bakılmıştır. Buğdaydan izole 
edilen bu genin abiyotik strese dirençli, ülkemize özgün kültür bitkilerinin 
geliştirilmesinde kullanılması planlanmaktadır. Buna yönelik olarak 
laboratuarlarımızda doku kültürü, transformasyon ve rejenerasyon sistemleri 
mevcuttur. İyileştirilmiş kültür bitkilerinin tarım alanında verim artışını önemli 
seviyede yükselteceği düşünülmektedir.  
 
Literatürde, buğday TPS geninin izolasyonuna ve gen ifadesine yönelik henüz bir 
çalışmaya rastlanmadığından bu araştırmanın literatürdeki önemli bir boşluğu 
dolduracağı görülmektedir.  
 
Bu çalışmanın gerçekleşmesinde gerekli finansmanı sağlayan Türkiye Bilimsel ve 
Teknolojik Araştırma Kurumuna teşekkürlerimizi sunuyoruz. 
 
 
Prof. Dr. Meral YÜCEL 
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Trehaloz, iki glikoz ünitesinden oluşan indirgemeyen bir disakkarittir. Bu disakkarit, 
depo karbonhidratı ve çeşitli streslere karşı koruyucu madde olarak bakterilerden 
omurgasız hayvanlara kadar birçok organizmada bulunur. Trehaloz biyosentezinde 
Trehaloz-6-fosfat sentaz (TPS) ve trehaloz-6-fosfat fosfataz (TPP) enzimleri rol 
oynamaktadır.  
 
Bitkilerde trehalozun ozmoprotektant madde olabileceğini gösteren çalışmalar 
mevcuttur. Son zamanlarda abiyotik stres etmenlerine karşı dayanıklı transgenik 
bitkiler oluşturulmasında trehaloz biyosentezi izyoluna olan ilgi artmıştır. TPS geninin 
bitkilerde aşırı ifadesinin stres toleransını geliştirdiği gözlenmiştir.  
 
Bu çalışmada kuraklığa dayanıklı olduğu bilinen yerel ekmeklik (T. aestivum) buğday 
çeşitlerimizden biri olan Bayraktar kullanılmıştır.  Proje kapsamında buğday TPS 
genine ait tam uzunlukta cDNA dizisi RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 
yöntemi kullanılarak belirlendi. Bu dizi için açık okuma bölgesi (ORF) 2508 bp olarak 
bulunmuştur. NCBI veritabanı kullanılarak tblastx analizi yapıldığında dizinin 
Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Selaginella lepidophylla bitkilerindeki TPS 
geni ile benzerlik gösterdiği görülmüştür. Daha sonra RT-PZR ile TPS geninin ifadesine 
kök ve gövde dokusunda tuz ve kuraklık stresi altında 1, 2, 4 ve 12 saat zaman 
noktalarında bakılmıştır. Bitkilere kuraklık stresi için %20 PEG, tuz stresi için ise 
250mM NaCl içeren sıvı ortam uygulanmıştır. Kök dokusunda tuz ve kuraklık stresi 
altında genin ifadesinde artışa rastlanmıştır. Yaprak dokusunda ise belirgin bir artış 
gözlenmemiştir.  
 
Literatürde, Buğday TPS genine ait henüz bir çalışmaya rastlanmamıştır. Dolayısıyla, 
projeden elde edilen bulgular literatürde buğday TPS genine ait ilk moleküler çalışma 
örneğini oluşturmaktadır. 
 








Trehalose is a non-reducing disaccharide sugar that is made up of two glucose units. It 
occurs in a large variety of microorganism and invertebrate animals where it functions 
as a storage carbohydrate and as a protectant against various stresses. Trehalose is 
catalyzed by trehalose-6-phosphate synthase (TPS) and trehalose-6-phosphate 
phosphatase (TPP). 
 
Osmoprotectant role of trehalose has been shown in some plants. In recent years, there 
has been a growing interest in trehalose metabolism as a means of engineering stress 
tolerance in plants. Overexpression of TPS in some plants improved stress tolerance. 
 
In this project, Bayraktar bread wheat (T. aestivum) cultivar was used. Firstly, cDNA 
sequence of wheat TPS gene was determined by RACE (Rapid Amplification of cDNA 
Ends). Open reading frame (ORF) of the sequence was found to be 2508 bp. When this 
sequence was analyzed with tblastx, it was seen that this sequence showed similarity 
with other plants TPS genes such as Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, 
Selaginella lepidophylla. Then, the expression of the gene under normal and salt and 
drought stresses was examined in root and shoot tissues at the time point of 0, 1, 2, 4 and 
12h by RT-PCR. For salt and drought stresses, the seedlings were supplemented with 
250 mM NaCl and 20% PEG solutions respectively. In root tissue, expression of TPS 
increased under salt and drought stresses whereas in leaf tissue, expression of gene did 
not change.  
 
Until now, there has been no known literature data about wheat TPS gene. These 
findings constitute the first molecular study for wheat TPS gene in literature. 
 




Trehaloz, iki glükoz ünitesinden oluşan indirgemeyen bir disakkarittir. Mayada ve E. 
coli’ de trehaloz biyosentezini Trehaloz-6-fosfat sentaz (TPS) ve trehaloz-6-fosfat 
fosfataz (TPP) enzimleri katalizler. Bu disakkarit, depo karbonhidratı ve çeşitli streslere 
karşı koruyucu madde olarak bakterilerden omurgasız hayvanlara kadar birçok 
organizmada bulunur. Bazı bitkilerde trehalozun varlığı GC-MS ile gösterilmiştir. 
Arabidopsis thaliana ve Selaginella lepidophylla bitkilerinde trehaloz biyosentezi ile ilgili 
genler bulunmuştur. Bu bulgular trehaloz biyosentezinin bitkilerde de yaygın olduğunu 
göstermiştir.  
 
Bitkilerde trehalozun ozmoprotektant madde olabileceğini gösteren çalışmalar 
mevcuttur. Önceki çalışmamızda kuraklık stresi altında buğday fidelerinde hem 
trehaloz birikiminin hem de TPS enzim aktivitesinin arttığı gösterilmiştir. Son 
zamanlarda strese karşı dayanıklı transgenik bitkiler oluşturmak için trehaloz 
metabolizmasına ilgi artmıştır. TPS geninin bitkilerde aşırı ifadesinin stres toleransını 
geliştirdiği gözlenmiştir.  
 
Bu projede, ülkemizde ekimi yapılan Bayraktar ekmeklik buğday çeşidinden (T. 
aestivum)TPS geninin izolasyonunun yapılması ve genin ifadesindeki değişime tuz ve 
kuraklık stresi koşullarında bakılması amaçlanmıştır. 
 
Proje kapsamında. buğday TPS genine ait tam uzunlukta cDNA dizisi RACE (Rapid 
Amplification of cDNA Ends) yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. Daha sonra RT-PZR 
yöntemleri ile genin ifadesi normal ve tuz ve kuraklık stresleri altında tayin edilmiştir. 
Yaprak dokusunda genin ifadesinde herhangi bir değişikliğe rastlanmamıştır. Kök 
dokusunda tuz ve kuraklık stresleri altında genin ifadesinde artış gözlenmiştir.  
 
Literatürde, Buğday TPS genine ait henüz bir çalışmaya rastlanmamıştır. Dolayısıyla, 






2. GENEL BİLGİLER 
 
Trehaloz, iki glükoz ünitesinden oluşan indirgemeyen bir disakkarittir (Elbein, 1974). 
Bu disakkarit, enerji kaynağı ve ozmoprotektant olarak bakterilerden omurgasız 






Şekil 2.1 Trehalozun kimyasal yapısı 
 
 
Bugüne kadar trehaloz biyosentezi için 5 farklı izyolu bulunmuştur. Bitkilerde trehaloz 
biyosentezinde OtsA-OtsB izyolu olduğu gözlenmiştir. Bu izyolunda Trehaloz-6-fosfat 
sentaz (TPS) ve Trehaloz-6-fosfat fosfataz (TPP) enzimleri rol oynamaktadır (Avonce ve 




UDP-glucose + glucose-6-P    trehalose-6-P  trehalose 
     TPS      TPP 
Şekil 2.2 Bitkilerde Trehaloz Sentezi 
 
 
Bitkilerde trehalozun varlığı Arabidopsis, buğday ve patateste GC-MS (Gaz 
Kromatografi/Kütle Spektrometresi) ile tespit edilmiştir (El-Bashiti ve ark., 2005; Vogel 
ve ark., 2001; Roessner ve ark., 2000). Trehaloz-6-P sentaz geni, Arabidopsis thaliana 
(AtTPS1), Selaginella lepidophylla (SlTPSI), Ginkgo biloba (GbTPS), Solanum 
lycopersicum (SlTPS) ve pamuktan klonlanmıştır (Blazquez ve ark., 1998; Zentella ve 
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ark., 1999; Wu ve ark., 2006; Lunn, 2007; Kosmas ve ark., 2006 ). ATPS1 geninin 
Arabidopsis thaliana’nın birçok dokusunda ifade edildiği görülmüştür (Blazquez ve ark., 
1998). Arabidopsis genomu TIGR veritabanı kullanılarak incelendiğinde 11 tane TPS 
homologu bulunmuştur (Leyman ve ark, 2001). Trehaloz-6-fosfat fosfataz geni 
Arabidopsis thaliana (AtTPPA ve AtTPPB) ve tütünden (NtTPPL) klonlanmıştır (Vogel ve 
ark., 1998; Yu-Jun ve ark., 2005). Bu bulgular bitkilerin trehalozu sentezleyebildiğini 
göstermektedir. 
 
Mevcut literatür bilgisi incelendiğinde bitkilerde trehalozun ozmoprotektant 
olabileceğini gösteren çalışmalar görülmektedir. Pirinç fideleri trehaloz içeren ortamda 
büyütüldüklerinde tuz stresine dayanıklı hale geldiği gözlenmiştir (Garcia ve ark., 
1997). Önceki çalışmamızda, kuraklık stresi altında Tosun ve Çakmak ekmeklik buğday 
çeşitlerinde biyokimyasal çalışmalar sonucunda hem trehaloz birikiminin hem de TPS 
enzim aktivitesinin arttığı gösterilmiştir (El-Bashiti ve ark., 2005). Bu sonuçlar stres 
koşullarında trehaloz biyosentezinin önemini göstermektedir.  
 
Son zamanlarda abiyotik stres etmenlerine karşı dayanıklı transgenik bitkiler 
oluşturulmasında trehaloz biyosentez izyoluna olan ilgi artmıştır. Tütün, patates, 
domates pirinç bitkilerine E. coli’nin ve Saccharomyces cerevisiae’nın TPS geni 
aktarılmıştır. Bu bitkilerin özellikle kuraklık stresine karşı dayanıklı hale geldikleri ve 
fotosentez kapasitelerinde artış olduğu gözlenmiştir (Holmström ve ark., 1996; Romero 
ve ark., 2001; Pilon-Smits ve ark., 1998; Almeida ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2005; 
Pellny ve ark., 2004; Jang ve ark., 2003; Garg ve ark., 2002; Yeo ve ark., 2000; Kwon ve 
ark., 2004; Avonce ve ark., 2004).  
 
Bu projede, ülkemizde ekimi yapılan, tuza ve kuraklığa dayanıklı olduğu bilinen 
Bayraktar ekmeklik buğday çeşidinden TPS geninin izolasyonunun yapılması ve tuz ve 







Tablo 2.1 Literatüre yansımış olan trehaloz biyosentez izyolundaki genlerin transgenik 
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Holmström ve ark., 1996 
Romero ve ark 2001 









Almeida ve ark., 2005 
Tütün Grifola frondosa TPS Tuz ve 
kuraklık 
toleransı 
Zhang ve ark., 2005 




Pellny ve ark., 2004 










Jang ve ark.,2003 
Garg ve ark., 2002 
Patates Maya TPS1 Kuraklık 
toleransı 














Avonce ve ark., 2004 
Domates maya TPS Kuraklık, 
tuz toleransı 
Cortina ve ark., 2005 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 
 
3.1. Bitkilerin yetiştirilmesi ve kuraklık ve tuz stresinin verilmesi 
 
Bu çalışmada Tarım ve Köy İşleri Bakanlığı tarafından kuraklığa dayanıklı olduğu 
belirlenen Bayraktar buğday çeşidi kullanılmıştır. Bitkiler sıvı ortamında ½ Hoagland 
Solüsyonu verilerek iklim odasında 25
o
C’de 16/8 saat ışık/karanlık ortamında 
büyütülmüştür.  
 
Tuz ve kuraklık stresi 8 gün büyütülmüş fidelere 1, 2, 4 ve 12 saat uygulanmıştır. 
Kuraklık stresi uygulanacak fidelere %20 PEG 6000 (Polyethylene Glycol) içeren 
Hoagland Solüsyonu verilmiştir. Tuz stresi ise fidelere 250mM NaCl içeren Hoagland 
Solüsyonu verilerek uygulanmıştır. Bu bitkilerden kök ve gövde örnekleri toplanmış, 
sıvı nitrojen ile dondurulmuş ve ileride kullanılmak üzere derin dondurucuda (-80
o
C) 
muhafaza edilmiştir.    
 
 
3.2. Buğday TPS geninin izolasyonu 
 
3.2.1 Total RNA izolasyonu 
 
Total RNA izolasyonu için Trizol yöntemi kullanılmıştır. İlk olarak 0.1 g yaprak ya da 
kök dokusu sıvı nitrojen ile öğütülüp, üzerine 1 mL Trizol eklenmiştir. Bu karışım 10 
dakika karıştırıldıktan sonra 5 dakika sentrifüj (mini soğutmalı MPW-65R) edilip, 
supernatant alınıp üstüne 200 μl kloroform eklenmiştir. Bu karışım 4
o
 de 15 dakika 
sentrifüj edilip üst faz alınmıştır. Bu faza yine 200 μl kloroform eklenmiş ve 5 dakika 
sentrifüj yapılmıştır. Üst faz alınarak üstüne 1 hacim isopropanol eklenip 10 dakika oda 
sıcaklığında bekletilip, akabinde 15 dakika sentrifüj edilmiştir. Daha sonra supernatant 
atılıp, pellet  %75 ETOH ile yıkanıp 5 dakika sentrifüj edilmiştir. Yıkanan pellet daha 
sonra 10 dakika oda sıcaklığında kurutulup üzerine 40 μl DEPC-H2O eklenip, pelletin 
çözülmesi için 15 dakika 65
o
 de inkübe edilmiştir.  
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Elde edilen total RNA örneklerinin derişimi spektrofotometrik yöntemle 260 nm de 
okunarak bakılmıştır. Total RNA miktarının derişimi aşağıdaki formülle 
hesaplanmıştır: 
 
Total RNA (μg/ μL) = A260 x seyreltme katsayısı x 0,04 μg/μL 
 
Total RNA’nın kalitesi ise agaroz jel elektroforez ile belirlenmiştir.  
 
 
3.2.2 DNase1 muamelesi 
 
RT-PCR deneylerine başlamadan önce total RNA örneklerinin içerisinde olabilecek 
genomik DNA parçacıkları Dnase1 (Fermentas) ile 37
o
 de 30 dakika muamele edilerek 
uzaklaştırılmıştır. Bu reaksiyonda 1μg total RNA için 1μL Dnase (1u/ μL) kullanılmıştır. 
Reaksiyona daha sonra EDTA eklenerek 68
o
 de DNase1 aktivitesi durdurulmuştur.  
 
 
3.2.3 cDNA sentezi 
 
cDNA sentezi için Revert Aid cDNA Synthesis kiti (Fermentas) kullanılmıştır. Bu 
reaksiyonun her aşaması Techne PZR cihazında  yapılmıştır. Reaksiyonun ilk 
aşamasında 1 μg total RNA ile 1 μl oligo(dT)18 primer (0.5 μg/μl) karıştırılarak 70
o
C de 5 
dakika inkübe edilir. Daha sonra bu karışıma 4μl 5x Reaksiyon tamponu, 1μl RiboLock 
Ribonuclease Inhibitor (20 u/μl) ve 2 μl 10 mM dNTP mix eklenerek 37
o
C de 5 dakika 
bekletilir. Bu karışıma 1 μl RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/μl) ilave 
eilerek 1 saat 42
o
C tutulur. Reaksiyon  70
o
C de 10 dakika ısıtılarak durdurulur.  
 
3.2.4 Dejenere Primer Tasarımı 
 
Buğday TPS geninin dizini bilinmediğinden ilk olarak degenerate primer tasarımı 
yapılmıştır. Buğday TPS genine özgü primerler hazırlanırken Arabidopsis thaliana, 
(Y08568); Selaginella lepidophylla, (U96736); E.coli; (X69160) ve Saccharomyces 
cerevisiae (X68214) organizmalarının TPS genlerinin korunmuş amino asit 
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bölgelerinden yararlanılmıştır. Primer tasarımı için CODEHOP 
(http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html) adlı program kullanılmıştır. 
Tablo 1 de kullanılan primerler verilmiştir. Primerlerin yerleri Tablo 2 de görülebilir. 
 
 










    Tablo 3.2. Dejenere Primerlerin Yerleri 
Y08568.1|A.Thaliana    YEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLKEYNSK-----MKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLR 221 
U96736.1|SLU96736      YQEGDVVWCHDYHLMFLPSYLKEKDSQ-----MKVGWFLHTPFPSSEIYRTLPLRAELLQ 293 
X68214.1|SCTPS1        MNHNDLIWVHDYHLMLVPEMLRVKIHEKQLQNVKVGWFLHTPFPSSEIYRILPVRQEILK 205 
X68214|OTSA_ECOLI      LQDDDIIWIHDYHLLPFAHELRKRGVN-----NRIGFFLHIPFPTPEIFNALPTYDTLLE 174 
                        :..*::* *****: ..  *:    :      ::*:*** ***:.**.. **    :*. 
              İleri Primer      
 
Y08568.1|              SVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEG-TPEGVEDQGRLTRVAAFPIGIDSDRFIR 280 
U96736.1|SLU96736      GVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEG-TPEGVEDQGKNTRVAAFPVGIDSERFIE 352 
X68214.1|SCTPS1        GVLSCDLVGFHTYDYARHFLSSVQRVLNVNT-LPNGVEYQGRFVNVGAFPIGIDVDKFTD 264 
P31677|OTSA_ECOLI      QLCDYDLLGFQTENDRLAFLDCLSNLTRVTTRSAKSHTAWGKAFRTEVYPIGIEPKEIAK 234 
                        :   **:**:* :    *:..  .:  :    .:.    *:  .. .:*:**: ..:   
 
Y08568.1|              ALEVPEVKQHMKELKERFTDRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENANWRDKVVLL 340 
U96736.1|SLU96736      AVETDAVKKHMQELSQRFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKLLAFEKFLEENSEWRDKVVLV 412 
X68214.1|SCTPS1        GLKKESVQKRIQQLKETFKGCKIIVGVDRLDYIKGVPQKLHAMEVFLNEHPEWRGKVVLV 324 
P31677|OTSA_ECOLI      QAAG-PLPPKLAQLKAELKNVQNIFSVERLDYSKGLPERFLAYEALLEKYPQHHGKIRYT 293 
                             :  :: :*.  : . : :..*:***  **:*::: * * :*:: .: :.*:    
 
Y08568.1|              KIAVPTRPDVPEYQTLTSQVHEIVGRIIGRLGTLTAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDV 400 
U96736.1|SLU96736      QIAVPTRTDVLEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGSLTAVPIHHLDRSMKFPELCALYAITDV 472 
X68214.1|SCTPS1        QVAVPSRGDVEEYQYLRSVVNELVGRINGQFGTVEFVPIHFMHKSIPFEELISLYAVSDV 384 
P31677|OTSA_ECOLI      QIAPTSRGDVQAYQDIRHQLENEAGRINGKYGQLGWTPLYYLNQHFDRKLLMKIFRYSDV 353 
                       ::* .:* **  ** :   :.: .*** *: * :  .*::.:.: :    *  ::  :** 
 
Y08568.1|              ALVTSLRDGMNLVSYEFVACQE-AKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVAASI 459 
U96736.1|SLU96736      LLVTSLRDGMNLVSYEFVACQK-DKKGALILSEFAGAAQSLGAGSILINPWNIIESSNAI 531 
X68214.1|SCTPS1        CLVSSTRDGMNLVSYEYIACQE-EKKGSLILSEFTGAAQSLN-GAIIVNPWNTDDLSDAI 442 
P31677|OTSA_ECOLI      GLVTPLRDGMNLVAKEYVAAQDPANPGVLVLSQFAGAANELT-SALIVNPYDRDEVAAAL 412 
                        **:. *******: *::*.*.  : * *:**:*:***:.*  .::::**::  : : :: 
        














3.2.5 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
 
5-RACE ve 3-RACE cDNA kütüphaneleri SMART RACE cDNA Amplification Kiti 
(Clontech) kullanılarak yapılmıştır. Hazırlanan kütüphaneler daha sonra 3-RACE ve 5-
RACE PCR reaksiyonunda kullanılmıştır. Dejenere primerler ile bulunan gen 
bölgesinden Tablo 3.3 de verilen primerler tasarlanmıştır. 
 
 
Tablo 3.3. RACE primerleri 
3’RACE                    5-CCC AGG TGC CTC AAG GAG CAT GAC ATC-3 
 




5-RACE ve 3-RACE için kullanılan PZR koşulları Tablo 3.4 de verilmiştir.  
 
 
Tablo 3.4 5-RACE ve 3-RACE için kullanılan PZR koşulları 
5-RACE ready cDNA / 3-RACE ready 
cDNA 
2.5 μL  
UPM (10X) 5 μl 
GSP (10 μM) 1 μl 
10X Advantage 2 PCR Buffer 5 μl 
dNTP (10 mM) 1 μl 
50X Advantage 2 Polymerase Mix 1 μl 
 H2O 34.5 μl 
Toplam hacim 50 μl 
  
 
5-RACE ve 3-RACE için kullanılan  PZR programı, 94°C’de 3 dakikalık bir 
denatürasyonu takiben, 94°C’de 1dk, 68°C’de 30sn ve 72°C’de 3 dk olmak üzere toplam 
35 döngü üzerinden yapılmıştır. Son döngüyü takiben 72°C’de 10 dk.’lık bir ek bekleme 
yapılmıştır. Bütün PZR’lar Techne cihazı ile yapılmıştır.  
 
PCR ürünleri %1 lik agaroz jelde görüntülenmiştir. Elde edilen ürünler jelden Qiaquick 
Gel Extraction Kiti (Qiagen) kullanılarak saflaştırılmıştır. Daha sonra bu ürünler 
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sekans analizi için bir TA klonlama vektorü olan pOSI-T vektörüne bağlanmıştır. Bu 
vector E.coli DHα-5 bakterisine aktarılmıştır. PZR ürününü taşıyan kolonilerden 
plasmid izolasyonu FavorPrep Plasmid Isolation Kiti (Favorgen) kullanılarak 
yapılmıştır. Elde edilen plasmidler sekansa gönderilmiştir. Gelen sekans sonuçları 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ sayfasındaki tblastx kullanılarak analiz edilmiştir.  
 
 
3.3. Abiyotik stres koşullarında TPS geninin ifadesine  bakılması 
 
Buğdayda TPS geninin ifadesinin kuraklık ve tuz stesi altında gen ifadesindeki 
değişimine RT-PZR bakılmıştır. Bitkilere uygulanacak stres koşullarının nasıl olduğu 
“bitkilerin büyütülmesi” kısmında verilmiştir.  
 
RT-PZR deneylerine başlamadan önce total RNA örneklerinin içerisinde olabilecek 
genomik DNA parçacıkları Dnase1 ile  muamele edilerek uzaklaştırılmıştır. Bu 
reaksiyonda 1μg total RNA için 1μL Dnase (1u/ μL) kullanılmıştır. DNase ile muamele 
edilmiş örnekler Revert Aid cDNA (Fermentas) kiti kullanılarak cDNA dizisine 
çevrilmişlerdir. Bu cDNA örnekleri RT-PZR deneylerinde kullanılmıştır.  
 
PZR deneylerinde kullanılacak olan TPS genine ait ileri ve geri primerler primer3 
programı kullanılarak yapılmıştır.  
 
 
TPS geni için kullanılan RT-PZR koşulları Tablo da verilmiştir. 
cDNA  1 μl 
Primer F (10 μM) 3 μl 
Primer R (10 μM) 3 μl 
dNTP (10 mM) 1 μl 
Complete buffer (Applichem) 5 μl 
Taq polymerase (Applichem) 0.25 μl (1U) 
PCR-Grade Water 36.5 μl 




TPS için kullanılan PZR programı, 94°C’de 3 dakikalık bir denatürasyonu takiben, 
94°C’de 30 sn, 52°C’de 30sn ve 72°C’de 25 dk olmak üzere toplam 29 döngü üzerinden 
yapılmıştır. Son döngüyü takiben 72°C’de 10 dk.’lık bir ek bekleme yapılmıştır.  
 
PZR ürünleri %2 lik agaroz jelde görüntülenmiştir. Elde edilen ürünler jelden 
saflaştırılarak dizi analizine gönderilmiştir. Gelen dizi sonuçları 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ sayfası kullanılarak analiz edilmiştir.  
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 
 
4.1 Buğday TPS geninin izolasyonu 
Buğday TPS genine ait cDNA dizisinin izolasyonu için PZR bazlı bir yöntem olan RACE 
(Rapid Amlification of cDNA Ends) kullanılmıştır. Buğday TPS geninin dizisi 
bilinmediğinden genin bir kısmı -600 bp- dejenere pimerler kullanılarak bulunmuştur. 
Bu dizi kullanılarak RACE reaksiyonunda kullanılacak olan primerler tasarlanmıştır.  
 
RACE reaksiyonları sonucunda 2928 bp olan bir dizi bulunmuştur. Bu ürünün pol-A 
kuyruğu olduğu görülmüştür. Bu dizi için açık okuma bölgesi (ORF) 2508 bp olarak 
bulunmuştur. Bu analiz ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) 
kullanılarak yapılmıştır. Şekil 4.1 de bu dizinin jel fotografı verilmiştir. 
 
      1 2 
 
Şekil 4.1.1 Buğday TPS geni için açık okuma bölgesinin jel fotoğrafı  (1% agaroz jel), (1) 
DNA cetveli, (2) TPS geni 
 
Buğday TPS geninin kodladığı amino asit uzunluğu 859 olarak bulunmuştur. Bu dizi 
analiz edildiğinde 2 tane korunmuş bölge içerdiği görülmüştür. Bitki TPS genlerinin 
amino asit dizileri N-ucunda TPS ve C-ucunda TPP bölgesi içermektedir (Avonce ve 
ark., 2006). Buğday TPS geninde de aynı yapı görülmüştür. Analizler için protein 






Buğday TPS genine ait nükleotit dizisi NCBI veritabanında tblastx ile analiz edilmiştir. 
Analiz sonucunda bu dizinin Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Selaginella 
lepidophylla bitkilerindeki TPS geni ile benzerlik gösterdiği görülmüştür. Tablo 4.1.1 de 
sonuçlar verilmiştir.  
 
 
Tablo 4.1.1 tblastx sonuçları 
Organizma Benzerlik 
Arabidopsis thaliana (NM_106505) % 85 
Solanum lycopersicum (EF151131) % 84 
Selaginella lepidophylla (SLU96736) % 74 
Saccharomyces cerevisiae (AF061037) % 61 
 
 
Buğday TPS geni amino asit dizisine çevrilip Arabidopsis, Selaginella ve Solanumla 
birlikte clustal analizi yapılmıştır. Tablo 4.2.1 de sonuçlar görülmektedir. Bu analizde 





Tablo 4.1.2 CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment 
Solanum         MPGNKYTG-NQAVASTR-----------LERLLRERELRKSSKVSHFPNESTDNNRGNEL 48 
Arabidopsis     MPGNKYNCSSSHIPLSR-----------TERLLRDRELREKRKSNRARN-PNDVAGSSEN 48 
Buğday           ------------------------------------------------------------ 
Selaginella     MPQPYPSSSSTSNAKEAGGGAAAAGGGGGGAFSLPPSLASSRVERLVRERQLRNQRQEDE 60 
                                                                              
 
Solanum        SDHDFRQGEADNGGVSYVEQYLEG--AALAYNEGWERPDGKP-TRQRLLVVANRLPVSAV 105 
Arabidopsis    SENDLRLE--GDSSRQYVEQYLEGAAAAMAHDDACERQEVRPYNRQRLLVVANRLPVSAV 106 
Buğday         -------------------------------------------MKQRLLVVANRLPVSAN 17 
Selaginella    PEDEQQALEAEEAAVAATEVPDAVAAATPSLSD--EPSKISSGRGQRLLVVANRLPLSAT 118 
                                                             ***********:**  
 
Solanum        RRGEESWSLEISGGGLVSALLGVKEFEARWIGWAGVNVPDEAGQRALTKALAEKRCIPVF 165 
Arabidopsis    RRGEDSWSLEISAGGLVSALLGVKEFEARWIGWAGVNVPDEVGQKALSKALAEKRCIPVF 166 
Buğday         RRGEDQWSLEISAGGLVSALLGVKDVDAKWIGWAGVNVPDEVGQQALTNALAEKRCIPVF 77 
Selaginella    RKGETEWNLEMSAGGLVSALLGVKQFEVTWIGWPGVYVQDEKGEKSLRGALEEKGFVPVL 178 
               *:** .*.**:*.***********:.:. ****.** * ** *:::*  ** **  :**: 
 
Solanum        LDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNEH 225 
Arabidopsis    LDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANQMFADVVNEH 226 
Buğday         LDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRNFESQFDAYKRANQMFADVVYQH 137 
Selaginella    LDEATVDQYYNGYCNNVLWPLFHYIGLRQEDRLAATRSLLSQFNAYKRANRLFAEAVFNF 238 
               ***  *.*********:*******:** ******:**.: *** ***:**::**:.* :. 
 
Solanum        YEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLKDYNSQMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRAVLAA 285 
Arabidopsis    YEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLKEYNSKMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRSVLAA 286 
Buğday         YQEGDVIWCHDYHLMFLPRCLKEHDINMKVGWFLHTPFPSSEIYRTLPSRSELLRSVLCA 197 
Selaginella    YQEGDVVWCHDYHLMFLPSYLKEKDSQMKVGWFLHTPFPSSEIYRTLPLRAELLQGVLAA 298 
               *:****:***********  **: : :****************:**** *:***:.**.* 
 
Solanum        DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPIGIDSERFIRALEVTQ 345 
Arabidopsis    DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPIGIDSDRFIRALEVPE 346 
Buğday         DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGKLTRVAAFPIGIDSDRFKRALDIDA 257 
Selaginella    DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGKNTRVAAFPVGIDSERFIEAVETDA 358 
                 ***********************************: *******:****:** .*::    
 
Solanum        VQEHIKELKERFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENPYWRDKVVLLQIAVPT 405 
Arabidopsis    VIQHMKELKERFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENANWRDKVVLLQIAVPT 406 
Buğday         AKRHVNELKQRFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENPEWIDKVVLLQIAVPT 317 
Selaginella    VKKHMQELSQRFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKLLAFEKFLEENSEWRDKVVLVQIAVPT 418 
               . .*::**.:***********************:**********. * *****:****** 
 
Solanum        RTDVPEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGTLTAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDVALVTSL 465 
Arabidopsis    RTDVPEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGTLTAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDVALVTSL 466 
Buğday         RTDVPEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGTLSAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDVALVTSL 377 
Selaginella    RTDVLEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGSLTAVPIHHLDRSMKFPELCALYAITDVLLVTSL 478 
                 **** *********************:*:**********:.*  ******:*** ***** 
 
Solanum        RDGMNLVSYEFVACQELKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVAASIGQALNMS 525 
Arabidopsis    RDGMNLVSYEFVACQEAKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVAASIGQALNMT 526 
Buğday         RDGMNLVSYEYVACQGSKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVADSIKHALTMT 437 
Selaginella    RDGMNLVSYEFVACQKDKKGALILSEFAGAAQSLGAGSILINPWNIIESSNAIADALNMP 538 
               **********:****  ***.****************:**:***** * : :* .**.*. 
Solanum        AEEREKRHRHNFLHVTTHTAQEWAETFVSELNDTVIEAQQRIRKVPPRLNISDAIERYSF 585 
Arabidopsis    AEEREKRHRHNFHHVKTHTAQEWAETFVSELNDTVIEAQLRISKVPPELPQHDAIQRYSK 586 
Buğday         SDEREKRHRHNYAHVTTHTAQDWAETFVCELNDTVAEALMRTRQVPPDLPSRTAIQQYLQ 497 
Selaginella    EEEREERHRHNFMHITTHSAQVWAETFISELNDSILEAELRTLHIPPQLPLDKAVAKYSE 598 
                :***:*****: *:.**:** *****:.****:: **  *  ::** *    *: :*   
 
Solanum        SNNRLLILGFNSTLTESVDTPGRRGGDQIKEMELKLHPELKESLLAICNDPKTTVVVLSG 645 
Arabidopsis    SNNRLLILGFNATLTEPVDNQGRRG-DQIKEMDLNLHPELKGPLKALCSDPSTTIVVLSG 645 
Buğday         SKNRLLILGFNSTLTEPVESSGRRGGDQVKEMELKLHPDLKGPLRALCEDESTTVIVLSG 557 
Selaginella    SKNRLVILGFNSTLTAQVEAPRGRAPDQIREMKIRLHPSIKDILNVLCSDPKTTIVILSG 658 
               *:***:*****:***  *:    *. **::**.:.***.:*  * .:*.* .**:::*** 
 
Solanum        SDRNVLDDNFSEYNMWLAAENGMFLRSTNGVWMTTMPEHLNMDWVDSVKHVFEYFTERTP 705 
Arabidopsis    SSRSVLDKNFGEYDMWLAAENGMFLRLTNGEWMTTMPEHLNMEWVDSVKHVFKYFTERTP 705 
Buğday         SDRSVLDENFGEFNLWLAAEHGMFLRPTDGEWMTTMPEHLNMDWVDSAKHVFEYFTERTP 617 
Selaginella    SERVALDEVFGEFDLWLAAENGMFLRHTQGEWMTTMPEHLNMDWLESVQLVFDYFCERTP 718 
               *.* .**. *.*:::*****:***** *:* ***********:*::*.: **.** **** 
 
Solanum        RSHFEQRETSLVWNYKYADVEFGRLQARDMLQHLWTGPISNASVDVVQGLRSVEVRAVGV 765 
Arabidopsis    RSHFETRDTSLIWNYKYADIEFGRLQARDLLQHLWTGPISNASVDVVQGSRSVEVRAVGV 765 
Buğday         RSHFEHRETSFVWNYKYADVEFGRLQARDMLQHLWTGPISNAAVDVVQGSRSVEVRSVGV 677 
Selaginella    RSFVETRETSLVWNYKYADVEFGRVQARDMLQHLWTGPISNAAVDVVQGGKSVEVRPVGV 778 
               **..* *:**::*******:****:****:************:****** :*****.*** 
 
Solanum        TKGAAIDRILGEIVHSKAIATPIDYVLCIGHFLGKDEDVYTFFEPELPSDCIGMPRSKVS 825 
Arabidopsis    TKGAAIDRILGEIVHSKSMTTPIDYVLCIGHFLGKDEDVYTFFEPELPSDMPAIARSRPS 825 
Buğday         TKGAAIDRILGEIVHSKSMVTPIDYVLCIGHFLGKDEDIYVFFDPEYPSE----PKVKP- 732 
Selaginella    SKGSAIDRILGEIVHSKHMTIPIDYVLCIGHFLSKDEDIYTFFEPELPLLDR-------- 830 
               :**:************* :. ************.****:*.**:** *             
 
Solanum        ---DAPKVPGERRSVPKLPS------SRTSSKSSQNRNRPVSN----SDKKTS------- 865 
Arabidopsis    SDSGAKSSSGDRRPPSKSTHNNNKSGSKSSSSSNSNNNNKSSQRSLQSERKSGS-NHSLG 884 
Buğday         ---DGASVSVDRRQNGRPSN------GRSNSRNSQARTQKPQVAPPPPERSSSSSDHSTA 783 
Selaginella    ---DSSTSNGGKPLGGKLPID------RKSSKSSSRMKPPVSSPKSPGRGSEQQ------ 875 
                  .. .    :    : .        :..* ...  .   .        .          
 
Solanum        NGRRPSPENVSWNVLDLKKENYFSCAVG-RTRTNARYLLSTPDDVVAFLRELAEAPISNG 924 
Arabidopsis    NSRRPSPEKISWNVLDLKGENYFSCAVG-RTRTNARYLLGSPDDVVCFLEKLADTTSSP- 942 
Buğday         NNNSHHDWREGSSVLDLNGDNYFSCAVG-RKRSNARYLLNSSEDVVSFLKEMAESTTPRA 842 
Selaginella    QQAEEASRWEGSSVLDLQGENYFSCAVGTMKRSLARYCLTSSEEVVTFLTSLTSTVAAAA 935 
               :         . .****: :********  .*: *** * :.::** ** .::.:  .   
 
Solanum        TS--------------------------------------------------------- 926 
Arabidopsis    ----------------------------------------------------------- 
Buğday         GGLPPGAAADYMFLDRQ------------------------------------------ 859 







4.2. Abiyotik stres koşullarında TPS geninin ifadesine  bakılması 
 
Bitkilerde yapılan çeşitli çalışmalarda trehaloz biyosentezi izyolundaki genlerin ışık, 
besin kaynağı ve abiyotik stres koşullarında ifadelerinde değişiklikler olduğu 
gösterilmiştir. Pamukta TPS geninin ifadesinin 16 saatlik kuraklık stresi 
uygulamasından sonra hem kök hem de yaprak dokusunda arttığı gözlenmiştir (Kosmas 
ve ark., 2006). Diğer bir çalışmada, Ginkgo biloba bitkisine tuz, kuraklık ve soğuk stresi 
verilmiş ve yine TPS geninin ifadesinde artış olduğu görülmüştür (Wu ve ark., 2006). 
Her iki çalışmada da genin ifadesine RT-PZR ile bakılmıştır. Bu çalışmalar temel 
alınarak buğday TPS geninin ifadesine hem kök hem de yaprak dokusunda RT-PZR ile 
bakılmıştır. Proje Öneri Formunda belirtildiği gibi genin ifadesine bakmak için 
Northern Blot çalışmaları da yapılmıştır. TPS geninin ifadesi düşük olduğu için 
Northern Blot çalışmaları ile genin ifadesine bakılamayacağı görülmüştür. Literatürde 
de bitkilerde TPS geninin ifadesinin düşük olduğu belirtilmiştir (Blazquez ve ark.,1998). 
Buğday TPS geninin ifadesine bakmak için uygun olan yöntemin RT-PZR olduğu 
belirlenmiştir.  
 
TPS geninin normal ve stres koşullarındaki –tuz ve kuraklık- ifadesine RT-PZR 
kullanılarak bakılmıştır. İlk aşamada genin bulunmuş cDNA dizisi kullanılarak 3 set 
primer tasarlanmıştır. Bu primerler ile yapılan PZR sonucu Şekil 1 de verilmiştir. Elde 
edilen ürünler saflaştırılarak dizi analizine gönderilmiştir. Primerlerin çoğalttıkları RT-
PZR ürünler sırasıyla 511, 455 ve 638bp olarak bulunmuştur.  
 
 
Marker        1.set            2.set          3.set        Marker 
 
Şekil 4.2.1 TPS geninin bir kısmını çoğaltmak için kullanılan primer setlerinin %2’lik 








RT-PZR deneylerinde TPS geninin 455 bp’lık bölgesini çoğaltan primer çifti 
kullanılmıştır. Referans gen olarak ilk olarak tubulin kullanıldı. Bu genin tuz ve 
kuraklık stresi altında ifadesinde değişim olduğu gözlendiği için 18 S referans alınarak 
tuz ve kuraklık stresi altında TPS geninin ifadesindeki değişime kök ve gövde 
dokusunda bakılmıştır.  
 
Kök dokusunda tuz ve kuraklık stresi altında TPS geninin ifadesine 1, 2, 4 ve 12 saat 
zaman noktalarında bakılmıştır. Şekil 4.2.1 de kuraklık stresi için %20 PEG uygulanmış 
buğday fidelerinin kök dokusundaki TPS geni için RT-PZR sonucu görülmektedir. Jel 
fotoğrafı “image J 1.39q” ile analiz edildiğinde kök dokusunda TPS geninin ifadesinin 
kuraklık stresi altında %16 arttığı bulunmuştur.  
 
 
   0           1 saat       2saat      4 saat    12 saat 
 
Şekil 4.2.2 Kuraklık stresi uygulanmış buğday fidelerinin kök dokusundaki TPS geninin 
ifadesindeki değişimi gösteren jel fotoğrafı (455 bp’lık PZR ürününü veren primer seti, 
2. set kullanılmıştır) 
 
 
Şekil 4.2.3 TPS geninin kök dokusundaki ifadesinin tuz stresi altında değişimi 
görülmektedir. Tuz stresi altında 1 saatin sonunda kök TPS geninin ifadesinde 
%100’lük bir artış gözlenmiştir. 
 
 
  0            1 saat       2saat       4 saat     12 saat 
 
Şekil 4.2.3 Tuz stresi uygulanmış buğday fidelerinin kök dokusundaki TPS geninin 
ifadesindeki değişimi gösteren jel fotoğrafı (455 bp’lık PZR ürününü veren primer seti, 
2. set kullanılmıştır) 
 
 
Yaprak dokusunda da tuz ve kuraklık stresi altında TPS geninin ifadesine bakıldı. TPS 
geninin ifadesinde herhangi bir değişime rastlanmadı. Yaprak dokusuna tuz ve kuraklık 
stresi altında TPS gen ifadesindeki değişimin stres süresinin uzatılarak görülebileceği 
düşünülmüştür.  
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Literatüre baktığımız zaman TPS geninin aşırı ifade edildiği transgenik bitkilerin tuz ve 
kuraklık stresine karşı dirençli hale geldiği görülmüştür (Holmström ve ark., 1996; 
Romero ve ark., 2001; Pilon-Smits ve ark., 1998; Almeida ve ark., 2005; Zhang ve ark., 
2005; Pellny ve ark., 2004; Jang ve ark., 2003; Garg ve ark., 2002; Yeo ve ark., 2000; 
Kwon ve ark., 2004; Avonce ve ark., 2004). Bu çalışmalar TPS geninin tuz ve kuraklık 
streslerinde rolü olabileceğini göstermektedir. Pamukta ve Ginkgo biloba bitkilerinde 
tuz ve kuraklık stresi altında genin ifadesinde artış da bu görüşü desteklemektedir 
(Kosmas ve ark., 2006; Wu ve ark., 2006). Bu çalışmada, kök dokusunda hem kuraklık 
hem de tuz stresinde TPS geninin ifadesinde artışa rastlanmıştır. Bu bulgular, 





 5. SONUÇ 
 
Proje Öneri formunda belirtilen Çalışma Takviminde belirtilen çalışmalar başarıyla 
tamamlanmıştır. Bu çalışmada, buğday TPS geni klonlanmış ve genin ifadesinin kök 
dokusunda tuz ve kuraklık stresi altında arttığı gösterilmiştir. Buğday TPS genine ait 
olan bu ilk çalışmanın, literatürde önemli bir boşluğu dolduracağı görülmektedir. Bu 
çalışma, buğday TPS geninin olası fonksiyonlarını araştırmaya yönelik sonraki 
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